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家兎滑膜細胞由来の 軟骨細胞活性化因子 くカ タ ポ リ ン1 の滑膜細胞 に お ける起源と軟骨細胞 へ の作
用 を生化学的 に検索す ると と も に ， こ の 因子 を部分精製 した ． 初代培養家鬼滑膜細胞お よ び樹立家弟滑膜
線推芽細胞 くH I G，82掛 を， 0．1JLglml のpho rbol m yristate a c etate くP M Al 処理 す る事に より順化
培地 を作製 した． こ の 順化培地 を 4倍稀釈 した培養液で初代培養家兎関節軟骨細胞を培養する と， 軟骨細
胞は活性化され， そ の 培養液中の 中性カ ゼイ ナ ー ゼ， 中性 ゼ ラチ ナ ー ゼ お よ び中性 コ ラゲ ナ
ー ゼ の 各活性
とプ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2 くP G E21 量は著 しく増加 し た． そ の増加は， H I G－82株細胞順化培地に よる刺激
で ， そ れ ぞれ コ ン ト ロ ー ル の 86．4倍 くpく0．001l， 60．3倍 くpく0．01l， 51．7倍 くpく0．05l， 21．9倍 くpく
0．051 であり， 初代滑膜細胞順化培地 に よる 刺激で ， そ れぞ れ コ ン トロ ー ル の 75．2倍 くpく0．001う， 65．6
倍 くpく0．01， 54 ．3胤 23．1倍 くpく0．0引 で あ っ た ． しか し， 酸性 カ ゼイ ナ
ー ゼ， 酸性ゼ ラチ ナ ー ゼ お
よ び月． グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ清性 は上昇し なか っ た ． P M A処理 を受 けな い 場 乱 滑膜細胞順化培地に は軟骨
細胞活性化能 は全く認 めら れな か っ た ． 次 に ， H 工G－82株順化培地 か ら ア ミ コ ン社製 フ ィ ル タ ー 虐 用 い た遠
心 法 に よ り分離さ れ た第工I分画 く分子量 10旬 25 E Dつ も軟骨細胞 を活性化 し， その培養液中の中性カゼイ
ナ ー ゼ， 中性 ゼ ラテ ナ ー ゼ お よび 中性コ ラ ゲナ ー ゼの 各活性と P G E2 量 は， それぞ れ コ ン トロ
ー ル の 70．9
倍 くpく0．Ol， 155．0倍， 102．4倍， 27．8倍 くpく0．0011に増加 した ． P G E2 uO
－ 5 旬 10
－ 8Mlや PM A く5
へ 25ngノmlう それ 自体 に は軟骨細胞の 活性化能 は見ら れ なか っ た ． 以上 の結果か ら， 本実験で の軟骨細胞
活性化因子 は従来よ り報告され てい る カ タ ポリ ン と考 えられ た ． また， カ タ ポリ ン は P M Aに よ っ て刺激
さ れ た滑膜線椎芽細胞 は 型細胞1 か ら 分泌さ れ る事が 明らか と な っ た ． さ らに カタ ポ リ ン は軟骨細胞 を
活性化し， 中性蛋白分解酵素を分泌さ せ ， これ ら の 酵素の作用 に よ っ て 軟骨の 細胞間 マ トリ ッ ク ス の分解
が生 ずる もの と考 え られ た．
Key w ords chondr ocyte a ctiv atio n， Syn O Vial fa ctor くc atabolinl， Syn OVial
fibrobla stくHIG－82う， n e utr alpr otein as e， prO Stagla ndin E2
慢性関節 リ ウ マ チ や 変形性関節症 を は じ め と す る
種々 の 関節疾患 の 関節軟骨破壊機序に 関し て は， 滑膜
や軟骨組織由来の 蛋白分解酵素， 荷重に よ る機械的負
荷， 加令 に 伴う 軟骨代謝の 低下 な どが 提唱 さ れ て き
たII． しか し， 軟骨の 破壊は その 細胞間 マ トリ ッ ク ス の
分解に よ っ て 進行す る こ と か ら， 種々 の 蛋 白分解酵素
が軟骨破壊 に 重 要な役割 を果 たす と考 えら れ る． こ れ
らの 蛋白分解酵素に は軟骨細胞 や滑膜細胞お よ び滑膜
に 浸潤した 炎症細胞 に 由来す る もの が あ げられ る． こ
れ らの う ち軟骨細胞に 由来す る 蛋白分解酵素は， 滑膜
炎の 強くな い 変形性関節症初期や慢性関節リ ウ マ チ に
お い て も軟骨細胞周辺部で ， 関節軟骨破壊 に重 要 な役
割 を果たす と考 え られ てい るり21．
軟骨細胞に 作用 す る こと に よ っ て 軟骨の プロ テ オ グ
A bbreviatio ns ニA P M A， a min ophenylm er curic ac etate三 D， dalto nニ E G T A， Ethylen eglyc ol
－
bisく月－ a minoethyl etherトN，N ，N，N
，
一tetr a aC etic acid三IL，1， interle ukin lニ K D， kilodalton三
PGA， Pr OStagla ndin A妄PGEl， pr O Staglandin Elニ P G E2， pr O Stagla ndin E2三 P M A， phorbol12－
myristate13－ a C etate三 RIA，r adioim mu noass ay ニT IM P， tissu einhibitor of m etallopr oteinas e．
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リ カ ン を分解させ る カ タ ポリ ン と い う 物質が 知 られ て
い る
．
カ タ ポリ ン は． ブ タ滑膜 が軟骨片か ら プ ロ テ オ
グ リ カ ン を放 出さ せ る 作用 を有 す る こ と か ら， 1979
年， D ingle ら
31に よ っ て 名づ け られ た 因子 で あ る． 1982
年 に は，Saklatv ala ら は ブタ 白血球 に も 同じ作用 を持
つ 因子 が ある こ と を見出 し41， 翌 年 ， こ の 白血 球由来カ
タ ポリ ン を精製し て い る封 ． し か し， 滑膜組織由来の カ
タ ポリ ン に つ い て は， 未だ 均質な物質 に ま で 精製さ れ
て い な い
．
こ れ らの カ タ ポリ ン の 作用 は， 軟骨片か ら
辺
の プ ロ テオ グ リ カ ン の 分 解放出をみ る バ イ オ ア ッ セイ
に よ っ て検討 され て お り， カ タ ポ リ ン に よ り活性化さ
れ た軟骨細胞が どの よ う な機序に よ っ て そ の 細胞間マ
ト リ ッ ク ス を分 解す る の か に つ い て は， 検討さ れて い
な い ． ま た ， 滑膜由来の カ タ ポ リ ン が， A 型の 滑膜大
食細胞 と B 型の 滑膜線維芽細胞 の う ち の ど ちら の細
胞 か ら分泌 さ れ て い る の か も明 ら か に はさ れ てしユな
い
．
本研究 で は， 初代培養家兎滑膜細胞と樹立家兎滑膜
くbl
家兎滑膜細胞由来の 軟骨細胞活性化因 子 に つ い て
くcう
Fig． 1． くal Co nflu e nt c ultu r e of lapin a rticula r cho ndro cytes． X200． くbJ
Prim a ry c ultu re of lapin syn ovialc ells， Which is showingheter oge niety． X
200． くcJEstablished line of lapin syn o vial fibrobla stくH I G－821， Which is
Sho w l ngho m ogeniety． X 20．
線 維 芽細 胞 くHI G－8 2株l を， Pho rbol m yristate
a cetate くP M A lで 刺激す る こ とに よ り得 られ た 順化
培地 くc o ndit o n ed m ediu ml を初代培養家兎軟骨細胞
に作用 さ せ ， 種々 の 蛋 白分解酵素や プ ロ ス タ グ ラ ン ジ
ン E2 くP G E21を測定す る こ と に よ り， 軟骨細胞 に よ る
軟骨基質分解吸収機構 と滑膜 カ タ ポ リ ン の 起源に つ い
て検討 した． さ ら に ， H I G－82株の 順 化培地よ り軟骨細
胞活性化因子 を部分精製 し， その 性状 を検討 した．
材料 お よ び方法
工 ． 細胞培養法
1 ． 初代培養家兎関節軟骨細胞 く図 1aう
Gre e11の 方法6Iに 準 じ， 成熟家兎の 肩関節お よ び膝関
節よ り関節軟骨 を無菌的 に採取 し，0 ．2％の トリ プ シ ン
くGIB C O Lab．， U．S．A ．1 処理 と0．2 ％の ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 菌コ ラ ゲ ナ 山 ゼ くGI B C O Lab． ， U．S．A．1 処 理に よ
り軟骨 細胞 を分離し， 1く15 個ノ皿 の 割合で ， 組織 培養多
皿 プレ ー ト くCo ming 社， U．S．A ．1で 培 養した ． こ の 際，
細胞数は ， 血 球計算板 で 計測し た．
2 ． 初代培養家兎滑膜細胞 く図 1bう
軟骨細胞 の 場 合と同様 に ， Gr肥 1 の 方法 に 準 じて 行
なっ た ． 分離 した 滑膜細胞 は， 106 個の 割合 で 25 cIl12
組織培養 フ ラ ス コ くCo rning 祉， U ．S ．A ．1で 培養した．
3 ． 樹立 家兎滑膜細胞 くHI G－82株， 図 1cう
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本棟は， 1982年 に ， 第10代培養家兎滑膜細胞の 自発
的形質転換 に よ り確立され た もの で， 倍加時間が約24
時間の 線推芽細胞 で あ る． 本実験に は， 組織培養 フ ラ
ス コ に て継代 した 85 か ら105世代株 を使用 し た． 各々
の 細胞数は， 0．25％の ト リ プ シ ン で 15分 間処理 し た
後， 自動血 球ア ナ ライ ザ ー くCo ulte rElectr o nics， U ．
S．A．1 で 測定した ．
以 上 の い ず れ の 細胞に お い て も， 培養液に は， 10％
の 牛胎児血清， 100単位ノ血 の ペ ニ シ リ ン ， 100ノノgノml
の ス ト レ プ ト マ イ シ ン くGIB C O Lab． ， U．S．A ．1 を含む
Ha m
，
sF．12 くGIB C O Lab． ， U．S．A．1 を用 い ， 37
0
C で ，
5％の C O2 を含む空 気中で 単層培養した． 軟骨細胞は
8 へ 10E 問の 培養で ， 滑膜細胞 は5 へ 7日間の 培養 で
コ ン フ ル エ ン ト に な っ た
． 本実験で は， す べ て コ ン フ
ル エ ン トに な っ た細胞 を使用 し た．
H ． 実験 方法
1 ． 滑膜細胞の P M Aに よ る刺激
初代培養滑膜細胞ま た は HI G．82株の 単層培養細胞
を， Gey
，
s平 衡塩類溶液で 洗浄後， 無血 清培養液 で置 き
換 え た． 最 終 濃 度 が 0．1JLglmlの P M AくSigm a
C he m． Co ．， U ．S ，A ．1 を含む無血 清培養液中で こ れ ら の
細胞 を3 日間培養し， 得られ た滑膜細胞培養液 を滑膜
細胞順化培地と した． 同時 に こ れら の 培養液中の 中性
カ ゼ イ ナ ー ゼ， 中性 ゼ ラ ナ ナ ー ゼ お よ び 中性 コ ラ ゲ
590 渡
ナ ー ゼ活性と P G E2 量 を測定 した ．
2 ． 滑膜細胞順化培地 に よ る軟骨細胞の活性化
滑膜細胞順化培地 を無血清培養液 で ， 2， 4， 10倍
稀釈 し， 初代培養軟骨細胞 を培養 し た． こ の 予 備実験
に お い て， 4倍稀釈の もの が 軟骨細胞 を最 も活性化 し
た の で ， 以下の実験 は この 稀釈倍率 で 行な っ た ． ま た，
対照と して上 述の滑膜細胞順化培地の み で， 軟骨細胞
の 存在 し な い 標 本 を 並 行 し て 作 製 し， こ れ を no
Chondro cyte c o ntr ol と名付 け た く図21． 3 日間培養
後， 各軟骨細胞培養液中の ， 中性 カ ゼイ ナ ー ゼ， 中性
ゼ ラ テナ ー ゼ ， 中性 コ ラゲ ナ ー ゼ， 酸性カ ゼイ ナ ー ゼ，
酸性 ゼラ テナ ー ゼ 仁 釘 グ ル タ ロ ニ ダ ー ゼ の各活性と ，
P G E2 量 を測定した． 軟骨細胞 よ り産生 さ れ た これ ら
の 酵素活性 と P G E2 量 は， 軟骨細胞培養液中の活性 か
ら， n O Cho ndro cyte c o ntr ol培養液の 活性 を差 し引く
こ と に よ り算出 した ．
以 上 の実験方法 を模式図に す る と， 図3 の如く と な
る．
3 ． ヒ トイ ン タ ー ロ イ キ ン 1 く工し い に よ る軟骨細
胞 の括性化




， 1， 10， 25単位ノ
ml， Cistro n， U ．S．A ．1 を直接， 初代培養軟骨細胞培養
液 に 添加 し， 3 日後の培養液中の 上 述の 中性 プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ活性 と P G E2 量を測定 した ．
H ． 酵素活 性， P G E2 塁 の 測 定
1 ． コ ラゲ ナ ー ゼア ッセ イ
Nagai ら
71の 方法 に 準 じる ミ ク ロ フ ィ プ リ ル ア ッ セ
イ を用 い た． 牛皮 コ ラ ー ゲ ン を，， Gisslo w ら
81の 方法 に
準 じ3H． a c etic a nhydride くNe w Engla nd Nu cle a r，
U ．S．A ．1 で 標識 し放射性 コ ラ ー ゲ ン を作製 し た． こ の
放射性コ ラ ー ゲ ンの比 放射活性 は非放射性 コ ラ ー ゲ ン
添加 に よ り 1000cpmJJLg に 調節 した ． ア ッ セ イ に は，
25パ1く75月gう の放射性 コ ラ ー ゲ ン を基質 と し， 20メイl
の標本培養液と 30ノバ の緩衝液 を混合 し， 最終濃度 1
匝還．一画 n ochondro cyte co ntrol
Fig． 2．
一一No cho ndro cyte c o ntr ol
，，
which c o ntain ed
diluted syn o vial c o nditioned m ediu m witho ut
Cho ndro cyte s w as set up in pa rallel． By sub－
tr a cting the e n zymic a ctivities of the
L E
No
Chondro cyte c o ntr ol
，，
fro mtho s e ofthe sa mple，
the en zym es se c reted by cho ndr o cyte s w e r e
e stim ated．
辺
m M の a min ophe nylm er c u ric a c etate くA PM Alの
存在， 非存在下 で ， 37
0
C， 4 時間反応 させ た． 反応乳
50JLlの Ethyle n eglyc ol bis く月－ a mino ethyl etherl．
N， N ，N ，N
，
－tetra， a C etic a cidくE G T A， Sigm aChe m．
Co ．， U ．S．A．1に て反応 を止 め， 12000g，10 分間遠心 し，
上 清50声l の 放射活性 を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン
タ ー に よ り測定 した．
2 ． 中性 ゼラ チ ナ ー ゼ ア ッ セ イ
60
0
C， 30分間加温処筆削こよ り牛皮 コ ラ ー ゲ ン か らゼ
ラ チ ン を作製 し， 3H ．a cetic a nhydride で 標識 した． 放
射性 ゼ ラ チ ン の 比 放射活性 は， 1000cpmlJLg に 調節し
た． 25ノノ1く75月gぅ の 放射性ゼ ラ チ ン を基質と し て 用
い ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ ア ッ セ イ と同様の方法 で ， 37
D
C， 4
時間反応 させ た ． 未消化ゼ ラ チ ン を 16％ トリ ク ロ ー ル
酢酸で沈殿 させ ， 遠心 分離嵐 上清50声1の 放射活性を
測定 した．
3 ． 中性 カゼ イ ナ ー ゼ ア ッ セ イ
ア ル フ ァ カゼ イ ン くSigm aChe m ． Co． ， U．S．A．1 に 3
H －a C etic a nhydride を 加 え標識 し， 比 放射 活性 を
10000cpmlg に 調節後 ア ツ セ イ に 用 い た ． 20JLlの カ
ゼ イ ン く30ノ上gフを基質 と して用 い ， コ ラ ゲナ ー ゼおよ
び ゼ ラ テ ナ ー ゼ ア ッ セ イ と 同様の 方法で 反応させ た．
3．5％の トリ ク ロ ー ル 酢酸， 50メ上lの 冷却 カゼイ ン く75
月gうの添加 に よ り反 応 を停止 し， 遠心分離後， 上 清100
〆1の 放射活性を測定 した．
1 単位の コ ラ ゲナ ー ゼ， ゼ ラチ ナ ー ゼ お よ びカ ゼイ
Zeala nd W hite Rabbit
sニ し っTis s u c C artila9C
Me cha nic al M in cin9 a nd En zymic Digestio n
上Ca7 Days
Co nflu ent Co nLlu e nt Prim a ry
H IG－82CellCuIture SyT O VialCe11 Cult u re
簡
A dd P MAく0．1JLdmりt otheCultu reM ediu m
巨s l3 Days
Co nditio n ed Mediu m
C alO Days
Co nnu e ntCho ndr o cyt e
Cultu r e
喝 h 誌 i i ． － －
Re m o v eCo nditbn ed Mcdiu mfo rAs s aリ
Fig． 3． Sche m e of m ate rial a nd m ethod．
家兎滑膜細胞由来の 軟骨細胞活性化因子 に つ い て
ナ
ー ゼ活性と は， それ ぞれ の 基質を 1 分 間 に 1ノノg分
解する 事を意味す る．
4 ． 酸性 ゼラ チ ナ ー ゼ， 酸性 カ ゼイ ナ ー ゼ ア ッ セ イ
中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ の ア ッ セ イ で 使 用 した pH 7．2
の 緩衝液の 代わ り に pH 4．9の 酢酸緩衝液 く0．2 Ml を
使用 し た以外， 中性 ゼ ラチ ナ ー ゼ， 中性カ ゼイ ナ ー ゼ
アツ セ イ と 同様の 方法で 行 な っ た ．
5 ． ガー グル ク ロ ニ ダ ー ゼア ッ セ イ
市販 キ ッ ト くSigm aChe m． Co． ， U ．S．A．1 を使用 し，
フ ェ ノ ー ル フ タ レ ン と グル ク ロ ン 酸結合解離に 基づ く
分光計測法に よ り測定 し た射 ．
6 ． P G E2 ア ッ セ イ
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2仁1 25IコRI A キッ ト くNe w
Engla nd Nu cle ar 社， U ．S．A ．1 を使用 し， ラ ジオイ ム
ノ ア ツ セ イ に よ り測定 し た．
1V． H 王G－82株由来軟骨細胞活性化因子 の 部分 精製
1 ． HI G－82株 滑膜 細胞 順 化培 地 を， Ce ntriflo
Me mbra n eCo n eTy pe C F 25け ミコ ン社， U ．S．A ．l
Tablel． Syn ovio cyte a ctiv atio n by P M A
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を用 い ， 1000g で 25分間遠心 分 離し た． 膜 を通過 し な
か っ た分 子量 25 K D 以 上の 物質 を回収し， 無血清培養
液で 元 の 量に ま で稀釈 し第 1分画と し た． 次 に， こ の
膜 を 通過 し た 分子 量 25 K D以 下 の 物質 を回 収 し，
Ce ntric o n－10M icr o c o n c e ntr ato r t7 ミ コ ン社， U．S．
A．1を用 い ， 5000g， 1時間の 遠心分掛 こよ り， 第工I分
画 く分子 量 10へ 亮5 K Dlと第工Il分画 く分子量10 K D以
下Iに 分けた
．
こ の 方法 に よ り第工工分画は25培に 濃縮
され た． 粗順化培地に よ る軟骨細胞清性化実験と同条
件 に す るた め に ， 無血清培養液で， 第工分画 と第工I分
画は 4 倍， 第工 分画は 100倍稀釈し軟骨細胞培地 に 添
加 した． 培養3 日後， 各々 の 軟骨細胞培養液中に 分泌
され た酵素活性 と P G E2 量 を測定した．
2 ． 部分精製 され た軟骨細胞活性化因子 の 耐熱性
軟骨細胞活性化能 を有す る第工工分画お よ び H 工G－82
株順化培地 を， 700C で 30分間加温 した後室温 に戻 し，
軟骨細胞活性化能 を調 べ た ．
V
． 統計学的検定法
HI G－82 Prim a ry
Co ntr oI P M A Contr oI P M A
Cas ein a s eくUl O．00 士0． 0 0．92 士 0． 4ホ春 0．045士0．030 1．96 士 0． 6輌 ホ
Gelatin a s eくU1 0．00 士0． 0 37．28士 6．65春ホ 0．000士0．000 56．23 土 8． 2ホヰ
Collage n a s eくUl O．36 士0．18 30．96 士11．24ホ 0．000士0．000 49．52 士 6．39水車 ホ
P G E2くngI N．A ． 14．90 士 1．40 N．A ． 71．88 士11．97
Co nflu e nt m o n olaye rs of HI G－820rprim a ry syn ovio cytes w er e m aint ined forthr eedays
u nde r s er u mle ss c o ndito n sin the pr es e n c e or abs e n c e of O．1JL gJmi P M A． T heir
C O ndito n ed m edia w er ethe n a ss ayed for n e utral protein a se s a nd P G E2． Ea ch v alu e
repre s e nts m e an 士S ．D． per l O
6
syn o viocyte s fr o m six replic ates． N．A ． ニ data n ot
a v ailable． Ca s ein as eニ Activity of n e utr al c as ein a s e． Gelatin as eニ Activity of n e utr al
gelatin a se． Co11age n a s eニ Activity of n e utr al c ollage n as e． U ニ Unit． m U ニ milli
Unit． ホpく0．05， 棉 pく0．01， 榊 ホpく 0．001v s co ntrolくCo chr an－Co xtestl．
Table2． C ho ndro cyte a ctiv atio nby syn ovialc o ndito n ed m edia
Substa n c e
Produ ction by artic ular cho ndro cyte s
Co ntr oI HI G－82CM Prim ary C M
Ne utr alc a s ein a s eくmU1 6．80 士4．30くn 二 1 21587 A O 士61．50柚 ホくn ニ 61 513．60士51．90ホ榊くn ニ 61
Ne utr algelatin a seくU1 0．1 4 士0．1 0くn ニ 1 21 8．44 士 1．31柚 くn ニ 61 9．18士 1．41粕 くn こ 61
Ne utr alc ollage n a seくUl O．1 8 士0．1 2くn ニ 1 01 9．30 士 1．56ホ くn ニ 4I 9．78 士 1．83 くn こ 21
P G E2 くngI 5．88 士1．26くn ニ 1 01129．00 士31．00ホ くn ニ 61 1 35．60 士29．20ホ くn ニ 41
Acidc a s ein a s e くmU1 9．08 士5．91くn ニ 81 7 ．59 士 3．62 くn ニ 41 8．53 士 3．61 くn ニ 41
Acidgelatin a s e くUl O．00士0．00くn こ 61 0．00士 0．00 くn 二 4， 0，00 士 0． 0 くn こ 41
3－glu c ur o nidas eくmUl 1 4．83 士7．21くn ニ 81 25．23士1 0．31 くn ニ 41 22．36士 9．81 くn ニ 4l
V alu es士S．D． ar egiv e npe rl O
6
cho ndr o cytes in r espo ns eto alこ4 dilution of m ediu m
C O ndito n ed by 2xl O
6
syn o vialc ellsfor3 days． A b br eviatio n s a ndsymboIs ar ethe s a m e
a sthos e of Tablel．
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F M Aに よる 培養滑膜細胞の 刺激
表 1に 示 す様 に ， 0．1JLgIml の P M A刺激に よ り家
兎滑膜細胞由来の， 中性カ ゼイ ナ ー ゼ， 中性ゼ ラ チ ナ
ー
ゼ およ び 中性 コ ラ ゲナ ー ゼ の各活性は コ ン ト ロ ー ル と
比 べ ， HI G－8 2株 細胞 の場合 そ れ ぞ れ pく0 ．01， pく
0．01， pく0．05 の有意差で ， 初代培養滑膜細胞 の場合 そ
れ ぞ れ pく0．001， pく0．01， pく0．001 の有意差で著 し
く増加 した． P M A刺激の な い 場合 ， 培養滑膜細胞 か ら
は ほと ん ど中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， P G E2 は分泌さ れ な
か っ た ． また ， 初代培養滑膜細胞は， P M A刺激に よ っ
て H 工G－82株細胞 よ り も よ り 多量 に 中性蛋白分解酵
素， P G E2 を産生 し， 特 に 中性 カ ゼイ ナ ー ゼ と PGE2 で
そ の産生量の善が大き か っ た ．
H ． P M A刺激滑膿細胞順化培地添加 に よ る軟 骨細
胞の 活性化
P M A刺激に よ っ て得 られ た 家兎滑膜細胞順化培地
を無血清培養液で 4倍 に 稀釈 し， 初代培養家兎軟骨細
胞 に作用 させ た と こ ろ， 軟骨細胞 に よ っ て 分泌 され た
中性カ ゼイ ナ ー ゼ， 中性 ゼ ラチ ナ ー ゼ お よび 中性 コ ラ
ゲナ ー ゼ の 各活性 と P G E2 畳 は コ ン ト ロ ー ル と比 改
し， HI G一犯 株細胞順化培地 に よ る刺激の場合で そ れ
ぞ れ， 86．4倍 くpく0．001う， 60．3倍 くpく0．01， 51．7
倍 くpく0．05う， 21．9倍 くpく0．05うに， ま た， 初代培養
家兎滑膜細胞順化培地 に よる刺激の場合で それ ぞ れ ，
75．2倍 くpく0．001I，65．6倍 くpく0．0 1う，54．3倍，23－1
倍 くpく0．0引 に著 しく増加 した く表 2ン． 一 方， H 工G－
82株細胞 や初代培養家兎滑膜細胞 を P M A処理 し な
か っ た順化培地 で ， 軟骨細胞 を刺激 して も， 中性プ ロ
テ ィ ナ ー ゼや P G E2 量の 増加 は見 られ な か っ た ． す な
わ ち， P M Aに よ り 刺激 され た H I G－82株滑膜細胞 と
初代培養家兎滑膜細胞 は， 中性プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， P G E2
を産生す る とと も に ， 軟骨細胞を活性化す る物質 を分
泌す ると 考え られ た． な お， 表2 に 示 す値は ， 滑膜細
胞由来の酵素活性， PGE2 量 を差 し引 い た後 の も ので
ある． 軟骨細胞 によ っ て 分泌 され た こ れ らの 中性 プ ロ
ティ ナ ー ゼ はtlずれ も滞在型で あ り， A P M A処理 に
より は じめ て その 活性が検出され た． 表2 に 示 す軟骨
細胞由来の酵素活性と P G E2 豊か ら判断す ると， H 工G－
82株細胞 と初代培養家兎滑膜細胞由来 の 順化培地処
理 に よ っ て， 軟骨細胞 は， 同程度 に 活性化 され ると考
え られた ． 軟骨細胞由来の酸性 カゼ イ ナ ー ゼ ， 酸性ゼ
ラチ ナ ー ゼ， お よ び月－ グル タ ロ ニ ダ ー ゼ活性は コ ン ト
ロ ー ル と比 べ 増加は な く， 括性化 され た軟骨細胞 が こ
れ ら の酸性酵素 を反 応性 に 分泌 す る と は 考 え ら れ な
辺
か っ た ．
中性 プ ロ ティ ナ ー ゼ活性と P G E2 量を経時的に 観察
す る と 図4 の 如 くと な る． す な わ ち， P G E2 の 最大分泌
は， 軟骨細胞が滑膜細胞順化培地 に 接触後 24時間以内
で ある が ， 中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ 活性 は 24時間か ら48
時間の間に 最大増加 を示 し， 娼 時 間か ら 72時間の間
で の増加は少な か っ た ．
m
． 軟骨細胞 に 対す る PGEz， F M A お よ ぴ Iし1の
直接効果
1 ． P G E2 と P M Aの 直接効果
本実験 で 用 い た H IG－82株 順化培 地 に は， P G E2
く2．7XlO
－ 6 Ml， P M Aく100ngJmll が含ま れ てい る こ
とか ら， これ らの P G E2 と P M Aに よ る軟骨細胞活性
化の有無を検討 した． PGE2 く10
－ 5
，10－6，10．7，10－ 8 Ml
また は ， P M Aく5， 10， 25nglm りの 存在下 で軟骨細
胞 を培養 し た が ， 上 述 の 中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ 活性や
P GE2 量の増加 は認め られ なか っ た ．
2 ． 王し1 の直接効果
市販 の 精製 ヒ ト白血球王L－1く10－ 2， 10－ 1， 1 ， 10， 25
単位ノml， Cistron U．S．A ．1 を用 い ， 家兎軟骨細胞に 対
す る直接効果を観察 した． 10．2， 10－1 単位ノml の濃度で
は ， 明確 な軟骨細胞の活性化は得 られ な か っ た が， 1，
10， 25単位ノml の濃度 のI し1 で はコ ン ト ロ ー ル と比
較 し， す べ ての 中性プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， P G E2 の有意の 増
加が見ら れた く表3I． なお ， 1単位 の 工し1 活性 は，
phytohe m ag glutinin く1JLglml に 対 し， ネ ズミ 胸腺
細胞の増殖速度 を倍増 す る量 を意味す る ．
工V ． HI G－82棟順化培 地 か らの 軟骨細胞活性化因子
の 部分 精製
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Fig． 4． Co nflu e nt m o n olaye r c ultu re s of a rtic ular
cho ndro cyte s w e r etre ated with a l二4 dilutio n of
Syn O Vial，C Ondit oned m edia in the s e ru mless
c o ndit ons． Daily s a mples w ere withdr a w n and
a ss ayed fo r c as ein a s eく－1， gelatin a seく書1， COlト
age n a s eくEjJ a ctivitie s a nd P G E2 くOJ． Ea ch















家兎滑膜細胞由来の軟骨細胞活性化因子 に つ い て
HI G－82株細胞順化培地 を， 分 子量 25 K D 以 上く分
画り ， 10へ 25 E Dく分画工エコ， 10 K D 以下 く分画王I の
3分画 に 分け， 各分画 に 含まれ る 中性 カ ゼ イ ナ
ー ゼ，
中性 ゼ ラ チ ナ
ー ゼ， 中性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 各 活性 と
P G E2 量 を測定 した． 表 4 に示 す様 に ， 第工 分画中に こ
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れ らの酵素は， それ ぞれ ， 23．3％， 42．2％， 45．4％の
率で 回収 され た． しか し， 第II分画に は， 中性プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ や P G E2 はほ と ん ど検出され なか っ た ． ま た， 分
子量が 352D の P G E2 は， 67．9％の 高率で 第III分画 に
回収さ れ た． 中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼの 回収率が低 い 原因
Table3． C ho ndr o cyte a ctiv atio nby hu m a nIL－1
Hu m a nI し1
c慧霊e gヨ言霊霊e c是霊se pG E2
Co ntr o1 9．8 士 2．0
0．OI Uノm1 37．7士 0．0
0．10 Uノm1 62．6 士 2．7
l．00 Uノml 1 562． 士132．6ホ傘
10．00 U ノml 1 71 8．0 士 99．6柚 ホ

















685．4 士 27．2抽 斗
853．1 士129．5韓ホ1
Valu es士S ．D， are given per lO
6
cho ndr o cytes in r e spo n s eto hu m a n m o n o n u cle ar
le u c o cyte Iし1． On e u nit of hu m a nI し1 is defin ed as the am o u nt which do ublesthe
Pr Olifer ativ e r espo n s e ofthym o cyte sto mitoge nく1p gノmlphytohe m ag glutin inl． A b br e v－
iatio ns a nd sym boIs arethe sa m e astho se of Tablel，
Table4． Re sidu al P G E2 a nd n e utralprote olytic a ctivity pre s e ntin fra ctio n s of syn o vial
c o ndito n ed m ediu m
Ca s ein a s eくm UIGelatin a s eくUICollage n as eくUI P G E2くngl
Crude syn o vial m ediu m 300．B 士50． 7．92 士1．81 3．88 土0．52 38．0 士4．6
Fra ctio n I くMr． ン2500 01 70．0 士 0．5 3．34 士0．49 1．76 土0．34 4．6 士0．9
Fra ctio n 往 くMr．1 0000－，250 00J 4．9 士 1．1 0．26士0．04 0．1 0士0．09 3．4 士2．6
Fr a ctio n W くMr． く1 000 01 2．2士 1．1 0．1 0士0．07 0． 9 士0．10 25．8 士9．0
Media c o ndito n ed by HI G－82syn ovial c ells in the pr es ence of O．1p glrnl P M Aw as
fr a ctio n ated a c c ording to siz e into 3 fr a ctio n s of． Mr． ン25000， 1 0000
－ 25000
a nd く1 0000． Ea ch fr a ctio n w a sthen diluted with fr esh s er u mles s m edium and
in c ubated forthr e edays at 37C in the m a n n erde s cribed in the Method s e ctio nforthe
Ll
n o cho ndr o cyte c o ntrol
，，
． Follo wing this pr o c edur e． the n e utr al protein as es a nd P G E2
C O nte nt W e r edetermin edto pr o vide m ea s u re ofthe
，，
c arry o v er
，，
of syn o vialprodu cts to
the cho ndr o cyte c ultur esduring a ss ays of chondro cyte activ atio n． Valu e sglV e n are
m e a n s of fo u r replic ates士S．D． a nd，in vie w ofthe differ e ntinitialv olu m e s e mployed，they
hav ebe e n sta ndardizedto 250jLlof c rude syn ovial m ediu m． A b br e viatio n s a nd symboIs
ar ethe s a m e a stho s e of Tablel．
Table5． Partialpurific atio n ofthe cho ndr o cyte a ctiv ating prin ciple ofsyn o vialc o ndito n ed
m edia
Ca s ein a s eくm UI GelatinaseくUI Collagen as eくUI PGE2くngl
Co ntr oI
Fra ctio n I
Fr a ctio nII
Fr a ction 皿
1 臥1 士 3．2 0．07 士0． 5 0，1 7士0．07 36．8士 5．2
6．2 士 1．9 0．20 士0．11 0． 8 士0． 2 6，0 士 1．1
1284．0士128．0榊 10．85 士4．60 1 7．40 士6．10 801． 士51．9ホホ ホ
6．4 士 1．5 0．00 士0． 0 0． 7 士0． 1 21．1 士 4．3
Mediu m c o ndition ed by syn o vial HI G－82c ells w asfr a ctio n ated by siz e u slng Amic o n
m e mbr a n e s． Aliqu ots of ea ch fr a ctio n w a s added to cho ndr o cyte c ultu re s， a nd the
re s ulting pr odu cts of ne utr al pr oteinase s a nd P G E2 by the cho ndro cytes w er e
m e a s ur ed， Valu e sgiv e n ar ethe m e a ns of four e xperim e nts士S，D． ． Forthe pu rpose of
CO mParis o nwith Table2， a n equiv ale nt lこ4 dilutio nhasbe e n calc ulated． A bbr eviatio n s
a nd symboIs arethe s a m e a sthos e of Table4．
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と して は， こ れ ら の酵素が ア ミ コ ン膜 に 付着 した た め
と想像さ れ る．
2 ． 各分画の 軟骨細胞活性化能
表 5 に 示す様 に ， 第 H分画 く分子量 10へ 25 K Dl の
み が， 軟骨細胞 を活性化 し， 中性 カ ゼイ ナ ー ゼ， 中性
ゼ ラ テ ナ ー ゼ お よ び 中性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 各活性 と
P G E2 量 に お い て， コ ン ト ロ ー ル と 比較 しそ れ ぞれ ，
70．9倍 くpく0．01う， 155．0倍， 102．4 倍， 27．8倍 くpく
0．00い の 著 しい 分泌増大を示 した ．
3 ． 軟骨細胞活性化因子 の 耐熱性
滑膜細胞順化培地を 30分間， 70
0
C の 温度 で 熱処理
した 場合， 軟骨細胞酒性化能 はお よ そ 半減 した く低下
率 こ49．3 士20．5％， n 二 7う． しか し， 部分精製さ れ た
第 H分画中の軟骨細胞活性化因子 は， 30分間， 70
0
C の
熱処理 で は全 く影響を受 けな か っ た ．
考 察
1977年， Fe11 ら川 は， 従来よ り提唱さ れ て い る滑膜
組織か ら分泌さ れ る蛋白分解酵素 に よ る 軟骨破壊 川
1 2I
の ほか に ， 滑膜組織由来の物質に よ り軟骨細胞が活性
化 し， そ の結果， 軟骨細胞間 マ トリ ッ ク ス 分解が 生ず
る こ とを報告 した ． 以来， 軟骨細胞間マ トリ ッ ク ス 分
解吸収に 関して ， 軟骨細胞 の役割が注目 され る よう に
な っ た 用1 4し1979年に ， Dingle ら封 は こ の 滑膜由来 の 軟
骨細胞活性化因子 をカ タポ リ ン と命名 した． 現在 ま で
報 告され て い る カ タポ リ ン は， 常 に 軟骨片 か ら分解放
出さ れた プ ロ テ オ ブリ カ ン を測定す る バ イ オア ッ セ イ
に よ り検出さ れ て きた． しか し， 滑膜由来 の こ の カ タ
ポリ ンが 滑膜 の どの細胞 に 由来す る のか， ま た カ タポ
リ ン に よ り活性化され た軟骨細胞 が どの よ う な機序 で
軟骨細胞間マ トリ ック ス を分解す る の か， さ ら に は，
滑膜カ タ ポリ ン は未だ均質 な状態 にま で精製さ れ てお
ら ず， そ の生化学的特性 に 関 して も 十分解明さ れ て い
な い ．
滑膜組織 に は血管や リ ン パ 管が 多く ， 一 旦 炎症が お
こ る と著 しい 白血球， リ ン パ 球， マ ク ロ フ ァ ー ジな ど
の 炎症細胞の浸潤が生ずる． 初代培養滑膜細胞の 場合
に は ， た と え正 常滑膜組織 を用 い た と して も， こ れ ら
の 炎症細胞や脈管由来の 細胞 が混在 して い る可能性が
考 えられ る． さ ら に， 滑膜細胞 は， A 型の 滑膜大食細
胞 と B 型の滑膜線推芽細胞の 二 種類の 細胞 か ら構成
され て お り 用 ， 軟骨細胞 を活性化す る カ タ ポリ ン が ど
の 滑膜細胞か ら分泌さ れ る の か に 関し ては こ れ まで 十
分明ら か に され て い な い ． Va e sら161は， モ ノ サイ ト ー
マ ク ロ フ ァ ー ジ系細胞が軟骨細胞活性化因子 で ある
I し1 や カケ クチン を分泌す る 川 こ と か ら， A 型滑膜細
胞が カ タ ポ リ ン を分泌す る と 示 唆 した が ， Pils w o rth
辺
ら1鋸 は， 7世代 の ブ タ滑膜線推芽細胞が カ タ ポリ ン を
分 泌 した こ と か ら， B 型滑膜細胞 が カ タ ポリ ン を分泌
す ると 報告 して い る ． 本実験 で は， 90世代以上継代し
た均質な樹立家兎滑膜線推芽細胞 くHI G－82株うが， 初
代培養家兎滑膜細胞 と同程度 に 軟骨細胞 を活性化した
の で， B 型 の 滑膜線推芽細胞が カ タ ポ リ ン を分泌 する
も の と考 え られ た．
こ れ ま で， 軟骨 の 細胞間 マ トリ ッ ク ス 分解 に 関与す
る 酵素 と して は 中性 プ ロ ティ ナ ー ゼ111 9I 2 01の ほか ， カテ
プ シ ン B21や D瑚 な どの 酸性水解酵素が報告さ れて い
る
． 本実験 で は， 滑膜細胞順化培地や そ の 部分精製し
た第工I分画中の カタ ポ リ ン に よ り活性化さ れ た軟骨細
胞が コ ン トロ ー ル と比 べ ， 大量 の 中性蛋白分解酵素と
P G E2 を培養液中 に産生 した の に 対 し， 酸性水解酵素
活性の 増加は認 め られ な か っ た ． こ の 結果 は， カ タポ
リ ン に 蛋白分解酵素 と し て の 機能が な い こ と か ら，
D ingle に よ り示 され た カ タ ポ リ ン に よ る 軟骨細胞間
マ トリ ッ ク ス 分解 は， カ タ ポ リナに 反応 し た軟骨細胞
が産生 す る中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に よ る も の であ る事を
強く示 唆 し てい る ． こ の こ とは ， 軟骨基質の pH が中性
である と い う 事実に よ っ て も 支持 され る．
生体 内に おい て は， 活性型 カ ゼイ ナ ー ゼ ， ゼ ラテ ナ ー
ゼお よ び コ ラゲ ナ ー ゼ な ど の 金属依存性蛋白分解酵素
は， 血清由来の ぽ2－ マ ク ロ グロ ブ リ ン221， 声1－ グ ロ ブリ
ン2引な どの 酵素イ ン ヒ ビ タ ー や 組織由来 の イ ン ヒ ビ
タ ー くTiss u einhibito r of m etalloprotein ase，
T 王MPう細 25Iに よ っ て そ の 活性が調節さ れ て い る ． した
が っ て， 滑膜細胞由来の 酵素に お い て は， こ れら のイ
ン ヒ ビタ ー 活性 を上 回 る 量 が分泌さ れ た時の み ， その
酵素の 効果が表わ れ る と考 えら れ る． 一 方， 軟骨細胞
由来の 酵素 は その 局所 で直接軟骨 の 細胞間 マ トリ ック
ス 分解 に 関与す る2 61こ と が 可能で あ り， こ の 点で ， 軟骨
の 破壊 に は軟骨由来 の 酵素は重要 で あ る と考 えら れ
る
．
し か しなが ら， 現在ま で報告さ れ て い る これ らの
中性 プ ロ ティ ナ ー ゼ は全て 滞在型 で あ り， 本実験に お
い て も最終濃度 1 m M の A P M A を添加 した時 に お い
て の み酵素活性 が得 られ た ． 生体内 に お い て， これら
の 潜在 型酵素 を活性型 に 転換 し得 る物質と し ては， ト
リ プ シ ン 紺 ， プ ラ ス ミ ン
281な どの 蛋白分解酵素や， 活性
酸素2 9J， a ngiogene sis fa cto r
3 01な どが 報告さ れて い る
が， 実際に 生 体内に お い て こ れ ら の 物質が作用 し て い
るの か どう か は不明で あ り， こ れ ら の 潜在型プ ロ ティ
ナ ー ゼ が 活性型 に 転換 され る機序の 解明が今後の 重要
な課題で あ る． カ タ ポリ ン と接触後 の 軟骨細胞由来の
各中性 プ ロ ティ ナ ー ゼと P G E2 産生 を経時的に 観察す
る と， P G E2 は 24時間 で 最大増加を 示 し たが ， 中性プ
ロ テ ィ ナ ー ゼ活性 は 24時間か ら48時間 で 最大増加を
家兎滑膜細胞由来の 軟骨細胞活性化因子 に つ い て
示し た． 本結果は ， P G E2 と 中性蛋白分解酵素の 細胞内
生合成機構 の相違に よ るも の と考え ら れ る－ す な わ ち，
p G E2 は 前駆物質の ア ラ キ ド ン 酸 よ り生成 さ れ る の に
対し， 中性プ ロ ティ ナ
ー ゼの 場合 は， 遺伝子 の 脱抑制
から始ま っ て転写， 翻 訳を経て細胞外に 放出さ れ る
川
と推定され ， 結果 と して ， P G E2 よ りも 刺激に 対す る 反
応が遅れた の で あ ろう と 考え られ る．
本実験で は， 軟骨細胞活性化 に用 い た 滑膜細胞順化
培地中に ， 少量の P G E2， P M A を含 ん で お り， 特 に
P G E2 は軟骨細胞 を活性化す る事 を示 唆 す る報告もあ
る3 2，3 31こ とか ら， こ れ らの P G E2， P M A が軟骨細胞活
性化能 を有す るか どう か を検討 した ． しか し， P G E2 や
PM A それ白身に は 軟骨細胞活性化能 は見 られ な か っ
た． 本結果 は， P G E2 や P M A を含 む第III分画が な ん ら
軟骨細胞 を活性化 しな か っ た事実とも
一 致 す る． また，
P G A， P GE． ， P G E2 は ， 牛関節軟骨片か ら の グ リ コ サ
ミ ノ グリ カ ン 放出に 影 響 を与え な か っ た と い うJo n e s
ら3 4Iの 報告や， プロ ス タ グラ ン ジ ン 生合成 を抑制す る
作用 を持つ イ ン ドメ サ シ ン が， 軟骨 片か らの プ ロ テオ
ブリ カ ン の 放 出を抑制 し得な か っ た と い う Steinbe rg
ら3 51や Lipiello ら
361の 報 告を考え合わ せ る と ， プ ロ ス
タ ブラ ン ジ ン に は， 軟骨細胞を活性化す る能力が な い
と考 え ら れ た． 滑膜細胞 を効果的 に 活性化 し得 る
P M A が， 軟骨細胞 を， 直接 に は活性化 しな か っ た の は
興味あ る事実で あ る． こ の こ と は， 滑膜細胞 と軟骨細
胞の 活性化 は異な る機序に よ っ て行 なわ れ る可能性を
示唆して い る ．
滑膜由来の カ タ ポ リ ン は，未だ 精製 され て い な い が ，
ブタ白血球由来の それ は， 分子 量が 22 K D で， 等電点
が， 4 ．8 へ 5．0の 蛋白質と し て精製され ， 1 L－1 の 一 型 と
報告され て い る 抑 ． 本実験に お い て は， 滑膜細胞由来の
軟骨細胞活性化因子 が ， 分子 量 10か ら25 K D間 の 第
工I分画に み ら れ た事や ， 今ま で 報告さ れ て い る カ タ ポ
リ ン や工し13 8Iの 作 用 と 同 じ く軟骨細胞活性化能 を有
する 点か ら， こ の 因 子 は カ タ ポリ ン と考え られ た ． 実
際， 本実験 で も， 精製 ヒ ト白血球l し1 も 効果的 に 初代
培糞家兎軟骨細胞を活性化する 事が確か め ら れ た． カ




3，は ， カ タ ポ リ ン は熱 に 不 安定で ある
と述べ て い る ． 一方， Saklatv ala3 91は培養液中の カ タ
ポリ ン は熱に 安定で あ るが ， 濃縮さ れ た場合に は熱 に
不安定とな り， こ れ は， 混 入 し て い る酵素 に よ り カ タ
ポリ ンが 分 解され る た め で あ ろう と 述 べ て い る ． 今 回
の 実験で は， 粗 H I G．82株細胞順化培地中の 軟骨細胞
活性化因子 は， 熱処理 に よ りそ の 活性が半減 した が，
部分 精製 され た 第工工分画は， 同様 の 熱処理 で は その 軟
骨細胞括惟化能 の 低下は な か っ た ． こ れ は， お そら く，
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第H分画中に は 分子 量 の 大き い 種々 の 酵素が 除去 され
て い た た めと 考 え られ ， 上 記の Saklatvala の 説 を支
持し てい る．
滑膜線推芽細胞由来 の カ タポ リ ン をは じめ， 種 々 の
軟骨細胞活性化因子 を研究す る事に よ り， 変形性関節
症な どの 種々 の 関節疾患に お ける関節軟骨破壊機序 の
解明 や そ の 防止 へ の 道 を開く 事が で き る と考 え ら れ
る．
結 論
家兎滑膜細胞由来の軟骨細胞活性化因子 くカ タ ポ リ
ンう の滑膜細胞 に お け る起源 と こ のカ タ ポリ ン に よ る
軟骨細胞活性化 の 機序を検索 する と とも に ， こ の 因子
を部分精製 しそ の性状を検討し た．
1 ． 初代培養家兎滑膜細胞お よび樹立家兎滑膜線推
芽細胞株 くH I Gd82株lはと もに ， 0．1JLglmlの P M A
刺激 に よ り軟骨細胞活性化因子 くカ タ ポリ ン1 を分泌
した． さ ら に ， E工G－82株細胞順化培地が初代培養家兎
滑膜細胞と ほ ぼ 同等に 培養軟骨細胞 を活性化 した こ と
に よ り， 滑膜線維芽細胞 くB型滑膜細胞1 がカ タ ポ リ
ン を分泌す る と 考え られ た．
2 ． カ タ ポリ ン を 含む上 記の 2種類の 順化培地の刺
激に より軟骨細胞 は活性化さ れ， その 培養液中の中性
カ ゼ イ ナ ー ゼ， 中性 ゼ ラ テ ナ ー ゼ お よ び中性 コ ラ ゲ
ナ ー ゼの 各活性 と P G E2 量は著しく 増加し た． その 増
加は， H工G－82株順化培地 に よ る刺激 で， それぞ れ コ ン
ト ロ ー ル の 86．4 倍 くpく0．00い， 60．3倍 くpく0．01う，
51．7倍 くpく0．05う， 21．9倍 くpく0－051 で あ り， 初代
滑膜細胞順化培地 に よ る刺激で， それ ぞれ コ ン ト ロ ー
ル の 75．2倍くpく0．001う， 65．6倍 くpく0－01う， 54．3倍，
23．1倍 くpく0．0引 で あ っ た ． しか し， 酸性 カ ゼイ ナ
ー
ゼ， 酸性 ゼ ラテ ナ ー ゼお よ びダー グル ク ロ ニ ダ ー ゼの 各
酸性水解酵素活性の 増加は見 られ なか っ た ． こ の 結果
か ら， カ タ ポ リ ン に よる 軟骨基質分解吸収は酸性水解
酵素で はな く， 中性蛋白分解酵素に よ る と考えら れ た．
3 ． P G E2 塵 生 は ， HIG－82株順化培地 に よる 刺激後
24 時間で最大増加 を示 し， 中性 プロ ティ ナ ー ゼ活性は
24 時間か ら4 8時間の 間で 最大増加を示 し た．
4 ． P G E2 く10q5 へ 10－8Ml お よ び P M A く5旬 25ng
ノmll は， 軟骨細胞 を活性化しな か っ たが ， 1 ， 10， 25
単位ノr山 の 濃度 の ヒ tl 白 血球I し1 は初代培養軟骨細
胞を活性化 し， その 培養液中の 中性 カ ゼイ ナ ー ゼ ， 中
性 ゼ ラ ナ ナ ー ゼ お よ び中性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 各活性 と
P G E2 量は そ れ ぞれ pく0．01， pく0 ．05， Pく0 ．01， pく
0．001の 有意差をも っ て著し く増加 した．
5 ． 本実験 で の カ タ ポリ ン は， P G E，， P M A や中性
プロ ティ ナ ー ゼと は異な る分画 く分子量， 10 K Dか ら
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25 K Dぅ に 存在 し， 70
0
C， 30分間の 熱処理 に も安定 で
あっ た ．
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C ho ndr o cyte Activ atio nin Respons eto Facto r Produ c ed by IJaPin Syn o vialCells
ShQji Watan abeっ Depa rtm e nt of Orthopa edic Surgery， Scho olof Medicin e， Ka n a z a w aUniv e rslty，
Ka n a za wa 92 0－ J． Ju z e nM ed■ Soc ． ， 96， 587N5 9 8t1 9 87J
Eey w ords ニ Chondr ocyte activ atio n， Syn O Vial fa cto rくC atabolinJ， Syn O Vial G br oblastくH IG．
821， n e utr alpr otein a se， prOStagla ndin E2
A bstra ct
T he pres e nt study w as pe rfbrm ed to in v e stlgate the s o u r c e of cho ndrocyte ac tiv atl ng fhcto r
くCatabol叫 of lapin syn o vial c ells a nd the bioche mic al m echa nis m ofcho ndr o cyte a ctiv ation by
the facto r
，
Which w as then partially pu rified． Synovial c o nditio n ed m edia w e r eprepa red by
Stim ulating a prl mary C ultu r e of lapl n SynOVial cells o r a n established lin e of lapln Syn O Vial
肋 r obla stsくHI G－821with O．1FLglmlphorbol myristate aceta teくP M Al． T he syn o vialco nd itio ned
m edia we re diluted at al こ4 r atio with fre sh s e rumless m ediu m， and ad ded tothe co nnu e nt
Prl mary C ultu r e of lapl n Cho ndrocyte s． Unde r stim ulatio nby the H I G－82 c o ndit o n ed m ediu m，
the in crea se in produ ction of n eu tral c aseina s e， gelatin a s e， COllage n a se and PGE2 by the
Chondr ocyte s w as86．4 fbldくpく0．00り， 6 0－3 fbldくpく0－0り， 5 1．7 fb ldくpく0．05J， 2 l．9 fbldくpく0．051
gr e at er tha n that ofthe control， r e SPe Ctiv ely－ U nder stim ulation by prl m ary Syn O Vial c ells， the
PrOdu ctio n ofn eu tral c asein a s e， gelatina s e， COllage nase a nd P G E2 incr e a s ed 75．2 fbldくpく0．0 0り，
65－6 fbldくpく0．0り， 5 4．3 fbld， 23．1 fbldくpく0．0 5J， r e SPeCtiv ely． But， the s e c retion of a cid
Ca S ein ase， gelatina se， and P－glucu ronida s eby the a ctiv ated cho ndr o cytesdidno tincreas e．
W ithout the P M Atr e atm e nt， the synovial c ells did n ot a cquir e the ability to a ctiv ate the
Cho ndro cytes． Pa rtially pu rined c at abolin ftom the H I G－ 82co ndition ed m ediu m by c e ntrifuga－
tion with tw o types of Amic o n m e mbr a ne s c o uld also a ctiv ate chondr ocyte s， a nd the pr odu ctio n
Ofne utr alc a sein a se， gelatin ase ， COllage nas e a nd P G E2 by the a ctiv ated chondro cytesin c r e ased 7 0．
9 fbldくpく0－0り， 1 55．O fbld， 102．4 fbld， 2 7．8 fb ldくpく0．00り o v e rthe c o ntrol， r e SpeCtiv ely．
Neithe rP G E2く1 0
－ 5 旬 10
， 8 Ml nor P M Aく5へ 弓5 nglmり activ ated the cho ndr o cyte s． T hes edata
Cle a rly indic ate that the c at abolin w as s e c ret d by synovial fibr oblasts Cty pe B c ellsJ with the
Stim ulatio n of P M A， and that the n e utral protein ase s pr odu c ed by the c atabolin
－ a Ctivated
Cho ndrocyte sarein v oIved in the degradation ore xtr a c ellular m atrix co mpo n e nts of c a rtilage．
